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INHIBITEURS SELECTIFS DE SITE N-TERMINAL DE L 4 ECA 

DESCRIPTION 



5 Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
derive de peptide phosphinique, capable de bloquer 
selectivement le site N-terminal de 1' enzyme de 

10 conversion de 1' angiotensine humaine (ECA) sans 
affecter le deuxieme site actif de l'ECA. 

Ces derives de peptide qui sont des 
inhibiteurs selectifs du site N-terminal de 1' ECA 
peuvent etre utilises en therapeutique pour proteger 

15 les cellules souches hematopoletiques de patients 
soumis a une chimiotherapie ou une radiotherapie 
agressive - 

Etat de la technique anterieure 

20 

Le developpement d' inhibiteurs pseudo- 
peptidiques de l'ECA a, dans les annees 80 f 
veritablement revolutionne le traitement de 
1' hypertension arterielle, de l 7 insuf f isance cardiaque 
25 et de 1' insuf f isance renale chronique. Ainsi, il existe 
aujourd'hui toute une panoplie d' inhibiteurs 
synthetiques de l'ECA qui sont utilises en clinique. 
Parmi ceux-ci, on connait le captopril, l'enalapril et 
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le fosinopril dont les formules sont donnees sur la 
figure 1. 

Parallelement a ces travaux, grace au 
clonage de 1' enzyme EC A en 1988, le groupe de P. Corvol 
5 a pu demontrer 1' existence de deux sites actifs dans 
cette enzyme, comme il est decrit par Soubrier et al 
dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 9386-9390 
[1] - 

La demonstration formelle que ces deux 

10 sites actifs de l'ECA controlent chez l'homme des 
fonctions physiologiques distinctes, constitue une 
autre revolution dans ce domaine et a des consequences 
importantes en termes therapeutiques . Dans la mesure ou 
tous les inhibiteurs de l'ECA mis au point a ce jour 

15 inhibent in vitro a un degre similaire les deux sites 
actifs de l'ECA, la fonction physiologique de ces deux 
sites actifs in vivo ne peut etre abordee avec ce type 
de composes. Les premiers inhibiteurs capables de 
discriminer les deux sites actifs de l'ECA seraient en 

20 revanche extremement precieux. 

L'ECA hydrolyse plusieurs substrats 
naturels impliques dans la regulation de la pression 
arterielle, du volume sanguin circulant et de 
1' hemodynamique cardiovasculaire . Le principal substrat 

25 est 1' angiotensine I, decapeptide inactif, qui est 
active en angiotensine II, peptide vasopresseur et 
antinatriuretique, apres hydrolyse du dipeptide 
carboxyterminal His-Leu. Parallelement, l'ECA inactive 
la bradykinine, peptide vasodilatateur et natriuretique 

30 en un heptapeptide puis en un pentapeptide, tous les 
deux inactif s. Les deux sites N- et C-terminaux de 
l'ECA sont impliques de fagon similaire dans cette 
hydrolyse . 
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Une fonction specif ique du domaine N-terminal de l'ECA 
a ete recemment identifiee par le groupe de P. Corvol. 
Comme il est decrit par Lenfant et al dans Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA (1989) 86, 779-782 [2], le peptide N- 
5 Acetyl-Seryl-Aspartyl-Lysyl-Proline (AcSDKP) est un 
inhibiteur circulant naturel de 1' entree en phase S des 
cellules souches hematopoietiques. II bloque aussi 
1' entree en phase S d' autres types cellulaires tels que 
les hepatocytes en phase de regeneration, les 
10 lymphocytes et plusieurs lignees cellulaires etablies, 
comme il est decrit par Lombard et al, dans 
Cell. Tissue. Kinet (1990) 23, 99-103 [3]. L' action 
inhibit rice de 1' AcSDKP sur le cycle cellulaire des 
cellules hematopoietiques est specifique des cellules 
15 hematopoietiques normales ; les cellules leucemiques ne 
sont pas concernees. L' AcSDKP a done ete propose comme 
agent therapeutique pour la protection des progeniteurs 
medullaires au cours de chimiotherapies . De fait, 
1' administration d' AcSDKP prolonge la survie de souris 
20 traitees par des agents cytotoxiques (Bodgen et al, 
Ann. N.Y. Acad. Sci. (1991) 628, 126-139 [4]). Comme il 
est decrit par Rousseau et al dans J. Biol. Chem. 
(1995) 270, 3656-3661 [5] et Azizi et al dans J. Clin. 
Invest. (1996) 97, 839-844 [6], 1' AcSDKP est hydrolyse 
25 in vitro et in vivo par l'ECA, et plus particulierement 
par le domaine N-terminal de 1' enzyme. In vitro, 
1' AcSDKP est hydrolyse 50 fois plus rapidement par le 
domaine N-terminal que par le domaine C-terminal. Cette 
decouverte montre qu'il serait possible de developper 
30 des inhibiteurs specifiques du domaine N- ou C- 
terminal de l'ECA, permettant d'agir sur des substrats 
impliques dans d' autres fonctions que la regulation de 
la pression arterielle et du metabolisme hydrosode. 
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L'ECA est 1' enzyme principale, voir 
exclusive, du metabolisme de 1'AcSDKP plasmatique. 
L' administration d'une dose unique de captopril chez 
des sujets sains eleve de 6 a 7 fois le taux 
5 plasmatique du peptide. Un inhibiteur selectif du 
domaine N-terminal permettrait d' obtenir un tel 
resultat sans modifier, a 1' inverse du captopril et des 
autres inhibiteurs de 1' enzyme de conversion utilises a 
ce jour, le metabolisme des peptides jouant un role 

10 dans le controle de la pression arterielle et du 
metabolisme hydrosode (angiotensine, bradykinine) . Des 
inhibiteurs du domaine N-terminal de l'ECA seraient 
done d'un grand interet pour la protection des cellules 
souches hematopoietiques des patients soumis a un 

15 traitement chimiotherapique ou radiotherapique 
agressif. L' inhibiteur pourrait etre administre avant 
ou concomitamment a la therapeutique anti-cancereuse. 

II a par ailleurs ete montre receinment, par 
Volpert et al dans J. Clin. Invest. (1996) 98, 671-679 

20 [7] que le captopril, qui inhibe les deux sites actifs 
de l'ECA, pourrait exercer experimentalement un effet 
protecteur, anti-cancereux, in vitro et in vivo. Le 
mecanisme de cet effet protecteur n'est pas connu mais 
fait sans doute intervenir 1'AcSDKP, du fait de ses 

25 proprietes sur 1' entree dans le cycle cellulaire de 
nombreux types de cellules. Un inhibiteur selectif du 
domaine N-terminal de l'ECA, potent ialisant le taux 
plasmatique de 1'AcSDKP, sans modifier le metabolisme 
des peptides vasoactifs, pourrait done avoir un effet 

30 benefique. 

La plupart des inhibiteurs puissants de 
l'ECA developpes a ce jour et illustres sur la figure 1 
se caracterisent par la presence d'un corps pseudo- 
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dipeptidique sur lequel a ete greffe un groupement 
chimique capable d' interagir f avorablement avec 1' atome 
de zinc situe dans le site actif de l'ECA. En effet, 
l'ECA appartient au groupe des metalloproteases a zinc 
5 et se caracterise par la presence d' un atome de zinc 
dans les deux sites actif s de 1' enzyme, atome de zinc 
jouant un role essentiel dans l'acte catalytique. De 
nombreux travaux ont pu demontrer que la synthese de 
pseudo-peptides comportant des groupements chimiques 
10 capables de chelater le zinc fournissait une voix 
d'acces a des inhibiteurs tres puissants des 
metalloproteases a zinc. Parmi les groupement chimiques 
capables d' interagir avec le zinc, on retrouve dans les 
inhibiteurs commerciaux de l'ECA, le groupe thiol HS 
15 (captopril), le groupe carboxyalkyle CH-COO 
(enalapril), et le groupe phosphoryle P0 2 -X avec 
X=NH,0,CH 2 (Fosinopril) . 

Les documents FR-A-2 676 059 [8] et 
EP-A-0 725 075 [9] illustrent des derives de peptides 
20 utilisables comme inhibiteurs de proteases a zinc, qui 
comportent des groupements de type phosphinique pour 
interagir avec le zinc. Dans FR-A-2 676 059, il s'agit 
d' inhibiteurs des collagenases bacteriennes alors que 
dans EP-A-0 725 075, il s'agit d' inhibiteurs selectifs 
25 de l'endopeptidase a zinc 24-15, qui sont inactifs 
vis-a-vis d'autres proteases telles que 1' enzyme de 
conversion de 1' angiotensine . 

Ainsi, jusqu'a present, il n'existait pas 
d' inhibiteurs selectifs du site N-terminal de 1' enzyme 
30 de conversion de 1' angiotensine . 

La presente invention a precisement pour 
ob jet de nouveaux derives de peptides comportant un 
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groupement phosphinique, qui sont des inhibiteurs 
selectifs du site N-terminal de cette enzyme. 

Expose de 1' invention 

5 

Selon 1' invention, ces nouveaux derives de 
peptides comportent la sequence d'acides amines 
repondant a la formule suivante : 

-Asp-Phe-¥(P0 2 CH 2 )-Ala-Xaa'- (I) 

10 dans laquelle : 

- 4MP0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 
phosphonique P0 2 CH 2 , et 

- Xaa' represente un residu d'acide amine. 

15 Dans cette sequence, le groupe P0 2 CH 2 est 

sous forme P0 2 " ; il est done associe a un contre-ion 
tel que K + , Na + ou tout autre metal acceptable du point 
de vue pharmacologique . La nature du contre-ion n'a 
aucune importance car dans l'eau les groupements 

20 charges sont dissocies. 

Selon un mode particulier de realisation de 
1' invention, le derive de peptide comporte uniquement 
les quatre acides amines de cette sequence et repond a 
la formule suivante : 

25 R 1 -Asp-Phe- x P(P0 2 CH 2 ) -Ala-Xaa' -NH 2 (II) 

dans laquelle : 

R 1 represente le groupe acetyle ou 

benzyloxycarbonyle , 

- T(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
30 entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 

phosphonique P0 2 CH 2 , et 

- Xaa' represente un residu d'acide amine. 
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De preference R 1 represente le groupe 

acetyle . 

Dans les formules (I) et (II) donnees ci- 
dessus, les acides amines utilises pour Xaa' peuvent 
5 etre des acides amines naturels ou non-naturels , ou 
des pseudo- acides amines. 

Les acides amines naturels peuvent etre 
choisis parmi 1' alanine, 1' arginine, 1' asparagine, 
I'acide aspartique, la cysteine, la glutamine, I'acide 
10 glutamique, la glycine, l'histidine, 1' isoleucine, la 
leucine, la norleucine, la lysine, la methionine, la 
phenylalanine, la proline, 1' hydroxyproline, la serine, 
la threonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine,, 
la nitrophenylalanine, 1' homoarginine, la thiazolidine 
15 et la deshydropoline. 

Un pseudo-acide amine peut etre defini 
comme un acide amine dans lequel la fonction amino ou 
carbonyle a ete remplacee par un autre groupement 
chimique . 

20 Dans ces formules, les acides amines Asp, 

Phe, Ala et Xaa' peuvent etre sous forme L ou D. Le 
derive de peptide peut done etre constitue par un seul 
isomere ou par un melange de 4 diastereoisomeres, dus a 
la presence de deux centres asymetriques dans le 

25 derive. 

Dans le derive de peptide de 1' invention, 
I'acide amine Xaa' est choisi de preference parmi les 
acides amines suivants : Pro, Ala, Thr, Lys et Leu qui 
ont une activite faible vis-a-vis du site C-terminal de 
30 1'ECA. 

De preference, Xaa' represente Ala car cet 
acide amine renforce 1' activite du derive de peptide 
pour 1' inhibition du site N-terminal de 1' enzyme en 
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ayant une activite d' inhibition f aible pour le site C- 
terminal . 

Les derives de peptides de 1' invention sont 
differents des derives de peptides decrits dans 
5 EP-A-0 725 075 car ils comportent avant la pseudo-Phe 
un residu Asp qui permet de rendre inactif le derive de 
peptide vis-a-vis du site C-terminal de 1' enzyme de 
conversion de 1' angiotensine et confere ainsi la 
selectivity voulue. D'ailleurs, les derives de peptides 
10 du EP-A-0 725 075 etaient inactifs vis-a-vis de cette 
enzyme alors que les derives de 1' invention sont actifs 
vis-a-vis de la partie N-terminale de cette enzyme. 

La presence des residus Asp et pseudo-Phe 
permet aux derives de peptides d'agir sur les sous- 
15 sites SI et S2 de 1' enzyme, ce qui est une propriete 
peu usuelle pour un inhibiteur de ECA . Le fait encore 
plus surprenant est que ce derive de peptide comporte 
en position C-terminale de sa structure, un groupe 
carboxamide, alors que tous les inhibiteurs de ECA 
20 decrits a ce jour possedent systematiquement un groupe 
carboxylate libre. Ainsi, ce derive de peptide apparait 
tres original tant du point de vue de sa structure 
chimique que de son activite inhibitrice. 

Selon 1' invention, bien que toute 
25 configuration des acides amines Phe et Ala puisse 
convenir, il est preferable que Phe ait la 
configuration R. Par ailleurs, il est preferable 
egalement que le residu d' acide amine Ala ait la 
configuration S. Ainsi, le derive de peptide prefere 
30 repond a la formule : 

Ac-Asp- (R) Phe-^ ( P0 2 CH 2 ) - (S ) Ala-Ala-NH 2 (III) 
dans laquelle : 

- Ac represente le groupe acetyle, et 
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- ¥(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 

phosphonique (P0 2 CH 2 ) . 

Les derives de peptides de 1' invention 
5 peuvent etre prepares par des procedes classiques tels 
que celui decrit dans FR-A-2 67 6 059 ou encore par un 
procede de synthese en phase solide tel que celui 
decrit dans EP-A-0 725 075 en partant du synthon de 
formule : 

10 Fmoc-Phe x P(PO(Ad) -CH 2 )AlaOH 

ou Fmoc represente le groupe 

(fluorenylmethoxy)carbonyle et Ad represente le groupe 
adamantyle, et en utilisant comme support solide la 
resine 2-chlorotrityle . 
15 ce synthon peut etre prepare en particulier 

en suivant le protocole decrit par Yiotakis et al dans 
J. Org. Chem., 1996, 61, 6601-6605 [10]. 

L' invention a encore pour objet une 
composition pharmaceutique inhibant selectivement le 
20 site N-terminal de 1' enzyme de conversion de 
1' angiotensine humaine, qui comprend un derive de 
peptide repondant a la formule (I), (II) ou (III) 
donnees ci-dessus. 

Cette composition pharmaceutique est 
25 utilisable en particulier pour proteger les cellules 
souches hematopoietiques de patients soumis a un 
traitement chimiotherapique ou radiotherapique 
agressif, par exemple un traitement anti-cancereux . 

L' invention concerne encore 1' utilisation 
30 d'un derive de peptide de formule (I), (ID ou (III) 
decrites ci-dessus pour la fabrication d'un medicament 
inhibant selectivement le site N-terminal de 1' enzyme 
de conversion de 1' angiotensine humaine. 
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Un tel medicament peut etre destine a 
reguler la proliferation des cellules souches 
hematopoletiques de patients soumis a un traitement 
anti-cancereux. 

5 D'autres caracteristiques et avantages de 

1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre 
illustratif et non limitatif, en reference aux dessins 
annexes. 

10 

Breve description des dessins . 

La figure 1 deja decrite iilustre la 
structure d' inhibiteurs connus de 1' enzyme de 
15 conversion de 1' angiotensine humaine, conformes a l'art 
anterieur . 

La figure 2 iilustre les pourcentages 
d' inhibition vis-a-vis du site C-terminal et du site N- 
terminal de 1' enzyme de conversion de 1' angiotensine 
20 humaine, de differents melanges de peptides. 

La figure 3 iilustre les pourcentages 
d' inhibition vis-a-vis du site C-terminal et du site 
N-terminal de divers derives de peptides. 

La figure 4 est un chromatogramme obtenu 
25 par HPLC en phase inverse d' un melange de 
diastereoisomeres du derive de peptide Ac-Asp- 
Phe v P(P0 2 CH 2 ) Ala-Ala-NH 2 conforme a 1' invention. 

La figure 5 est un chromatogramme HPLC en 
phase inverse du melange de deux diasteroisomeres du 
30 derive de peptide Ac-Asp-Phe*F { P0 2 CH 2 ) Ala-Ala-NH 2 
conforme a 1' invention. 
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La figure 6 illustre le pourcentage 
d' inhibition obtenu par le derive de peptide RXP 4 07 en 
fonction de la concentration utilisee. 

La figure 7 illustre 1' evolution en 
5 fonction du temps de la concentration plasmatique d'un 
derive de peptide de 1' invention chez le rat. 

La figure 8 illustre 1' evolution en 
fonction du temps de la concentration plasmatique en 
peptide Ac-Ser-Asp-Lys-Pro de souris perfusees avec 
10 l'inhibiteur de 1' invention RXP 407 a des doses de 0,1, 
1 et 10 mg/kg (courbes 4, 5 et 6), de souris perfusees 
avec du Lisinopril a une dose de 10 mg/kg (courbe 7) et 
des souris temoins non perfusees (courbe T) . 

La figure 9 illustre 1' evolution en 
15 fonction du temps de la concentration plasmatique en 
angiotensine I (ng/ml/h) de souris perfusees avec 
RXP 407 a des doses de 0,1, 1 et 10 mg/kg (courbes 8, 
9 et 10) , de souris perfusees avec 10 mg/kg de 
Lisonopril (courbe 11), ainsi que de souris non 
20 perfusees (courbe T) . 

Expose detaille des modes de realisation 
Exemple 1 

25 Dans cet exemple, on a synthetise vingt 

melanges de formule generale Ac-Xaa-Phe^ (P0 2 CH 2 ) Ala- 
Xaa'-NH 2/ , dans lesquels la position Xaa est occupee 
par un acide amine de structure connue, alors que dans 
la position Xaa' les vingt acides amines naturels sont 

30 representee de facon equimoleculaire . 

On a utilise pour cette synthese une 
approche de chimie combinatoire decrite par Jiracek et 
al dans J. Biol. Chem. (1995) 270, 21701-21706, [12] et 
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Jiracek et al, J. Biol Chem. (1996) 271, 19606-19661, 

[13], et une synthese en phase solide en utilisant 

comme bloc phosphinique le synthon 

Fmoc-Phe4 / (PO(Ad)CH 2 )AlaOH, obtenu selon la procedure 

5 decrite par Yiotakis et al dans J. Org. Chem (1996) 61, 
6601-6605, [10] pour les synthons de type 5. 

a) Synthese du bloc phosphinique Fmoc-Phe (PO (Ad) - 
CH 2 ) AlaOH. 

1 0 1. Preparation du bloc Z-Phe (PQ 2 -CH 2 ) AlaOet 

(Z = benzyloxycarbonyle) . 

Une suspension de Z-Phe(P0 2 )H (lmmol) et 
d'hexamethydisilazane (Smmol) est chauffee a 110°C, 
sous une atmosphere d' argon pendant 1 heure . Apres 

15 ref roidissement a 90°C, de 1' ethyl methylacrylate 
(1,3 mmol) est ajoute goutte a goutte pendant 
30 minutes. La reaction est laissee pendant 3 heures, 
sous agitation, a 90 °C. Apres avoir ramene le melange 
reactionnel a la temperature de 70°C, on ajoute 3 ml 

20 d'ethanol absolu goutte a goutte. Apres retour a la 
temperature ambiante, les produits volatils sont 
elimines par evaporation sous vide, et le produit 
restant repris dans NaHC0 3 10 %. Cette phase aqueuse 
est rincee a 1' ether, acidifiee a pH 1,5 avec HC1 IN, 

25 puis le precipite est repris dans 1' acetate d'ethyle. 
La phase organique est sechee avec du Na 2 S0 4 , evaporee a 
sec pour donner le bloc Z-Phe (P0 2 -CH 2 ) AlaOet avec un bon 
rendement . 

30 2 ) Preparation du bloc Z-Phe ( PQ (Ad) - 

CH 2 ) AlaOet . 

Le compose Z-Phe (P0 2 -CH 2 ) AlaOet (1 mmol) est 
dissous dans 1'ethanol 95 % (25 mL) . Cette solution est 
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ajoutee, goutte a goutte, a une solution 0,5 M de 
nitrate d' argent. Apres 10 minutes, 15 mL d'eau sont 
ajoutes au melange reactionnel, et l'ethanol est 
evapore sous vide. La phase aqueuse restante, contenant 
5 le precipite d' argent, est refroidie avec un bain d'eau 
et de glace. Le precipite forme est filtre, lave a 
1'eau froide, et seche sous vide en presence de P 2 0 5 , 
pour donner un sel d' argent du bloc phosphinique avec 
un rendement de 90 %. Ce produit (1 mmol) est 
10 additionne a une solution de bromure d' adamantyle 
(1,2 mmol) dans le chloroforme (lOmL) . Ce melange est 
porte a reflux pendant 30 minutes. Le bromure d' argent, 
qui precipite, est elimine par filtration, et le 
melange reactionnel restant est evapore a sec sous 
15 vide. Le produit attendu est purifie par flash 
chromatographie (eluant : chlorof orme/isopropanol, 
9 : 3) avec un rendement de 80 %. 

3) Preparation du bloc Z-Phe (PO (Ad) - 

20 CH 2 ) AlaOH . 

Le bloc Z-Phe (PO(Ad) -CH 2 ) AlaOet (1 mmol) est 
disous dans • l'ethanol (10 mL) . A cette solution est 
ajoutee 1 mL de soude 4N, goutte a goutte. Apres 2 
heures de reaction, l'ethanol est evapore sous vide, et 

25 le residu dilue dans 20 mL d'eau. Le melange 
reactionnel est refroidi par un bain de glace, puis 
acidifie a pH 2 avec HC1 0,5 N. Le produit qui 
precipite est repris dans 1' ether, la phase organique 
est rincee a l'eau, sechee avec du NaS0 4 , puis evaporee 

30 a sec pour donner le bloc phosphinique saponifie, avec 
un rendement de 95 %. 
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4) Preparation du bloc Fmoc-Phe ( PO (Ad) - 

CH 2 ) AlaOH .. 

A une solution de methanol (RmL) , contenant 
le bloc phosphinique Z-Phe (PO {Ad- ) CH 2 ) AlaOH (1 mmol) et 
5 du formiate d' ammonium (4 mmol), est ajoute 0,25 g de 
Pd/C 10 %. Apres 12 minutes a temperature ambiante, le 
catalyseur est elimine par filtration sur celite, puis 
le residu est seche sous vide a sec. Ce residu est 
repris dans du dichloromethane, puis evapore a sec. 
10 Cette procedure est repetee plusieurs fois. Ce residu 
est traite avec du chloroforme et l'exces de formiate 
d' ammonium n' ayant pas reagi et present sous forme de 
precipite, est elimine par filtration. Le produit forme 
est repris dans Na 2 C0 3 (3mL) . Le melange reactionnel est 
15 evapore a moitie sous vide, puis sont rajoutes 1,5 mL 
d'eau et 2 mL ' de dioxane. Une solution de Fmoc-Cl 
(1,2 mmol) dans le dioxane (2 mL) est ajoute au melange 
reactionnel, refroidi par un bain de glace. Cette 
solution est laissee sous agitation pendant 2 heures a 
20 4°C, puis 4 heures a la temperature ambiante. Le 
melange reactionnel est dilue avec 20 mL d'eau, 
refroidi par un bain de glace et acidifie a pH 2 avec 
HC1 2N. Le produit qui precipite est repris rapidement 
dans 1' ether. Cette phase organique est rincee a l'eau, 
25 sechee avec Na 2 S0 4 , puis evaporee sous vide a sec pour 
donner le produit desire, qui est purifie par flash 
chromatographic (chlorof orme /methanol, 9,5 : 0,5) avec 
un rendement final de 65 %. 

30 b) Syn these des peptides phosphiniques . 

Pour la synthese des peptides 

phosphiniques, le premier amino-acide Xaa est attache a 
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la resine 2-chlorotrityle en utilisant la technique de 
Barlos et al decrite dans G. Int. J. Pept . Protein., 
Res, 1991, 37, 513-520 [11]. On fixe ensuite sur ce 
premier amino acide le bloc phosphinique, puis les 
5 acides amines Xaa' . On elimine le groupe Fmoc avec de 
la piperidine a 30 % dans de la N-methylpyrrolidone et 
on couple les residus suivants Xaa' en utilisant le 
melange 2- ( 1H) benzotriazol-l-yl) -1,1,3, 3- 

tetramethyluronium hexaf luorophosphate/diisopropyl 

10 ethyl amine. Dans ce procede, les differentes etapes 
sont realisees par des techniques classiques en 
utilisant les reactifs et solvants generalement 
employes dans la chimie des peptides, comme il est 
decrit dans Yiotakis et al, J. Org. Chem (1996) 61, 
15 6601-6605, [10] . 

On obtient ainsi des melanges de peptides 
comportant 20 acides amines differents en position Xaa 
et 20 acides amines differents en position Xaa', les 
melanges de peptides etant separes et identifies selon 
20 la nature de 1' acide amine en position Xaa. 

Ces melanges, ont ete evalues a des 
concentrations finales en peptide de 200 nM afin de 
determiner leur capacite a inhiber l'ECA. Pour doser 
l'ECA, on a developpe un nouveau substrat a 
25 fluorescence quenchee de l'ECA (Mca-Ala-Ser-Asp-Lys- 
Dpa) avec Mca representant la methoxy coumarine et Dpa 
1' acide 2- (N-dinitrophenyl) aminopropionique . Ce 

substrat, qui ne fluoresce pas lorsqu' il est intact, 
emet un signal de fluorescence intense apres clivage, 
30 entre les residus Asp et Lys, par l'ECA. Grace a ce 
type de substrat, on peut tester le pouvoir inhibiteur 
d'un tres grand nombre de composes dans des plaques 
Elisa . 
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Le pouvoir inhibiteur des composes est 
determine dans un test de competition classique base 
sur la degradation du substrat a fluorescence quenchee 
Mca-Ala-Asp-Ser-Lys-Pro. La degradation de ce substrat 
5 par l'ECA conduit a 1' observation d'un signal de 
fluorescence a 400 nm, lorsque 1' echantillon est excite 
a 328 nm. Les experiences d' inhibition sont realisees 
dans des puits de plaques Elisa, dans des volumes de 
200 \iL du tampon : pH 6,8, 50 mM Hepes, 
0 200 mM NaCl, ImM ZnCl 2 , a 25°C, dans un appareil du 
type Fluorolite 1000 de la societe Dynatech. La 
concentration du substrat dans une experience type est 
de 20 \iM. Pour les experiences d' inhibition, 
1' inhibiteur est mis en presence de 1' enzyme pendant 
5 45 min, puis la reaction est initialisee par simple 
addition d'un tres faible volume de substrat. Les 
pourcentages d' inhibition sont calcules a partir des 
variations de vitesses initiales en presence 
d' inhibiteur . Les cinetiques de degradation ont ete 
20 determinees a partir de 1' enregistrement des variations 
de fluorescence sur une gamme de temps de 4 0 min, 

L'activite inhibitrice de chaque melange a 
ete evaluee sur deux formes mutantes de l'ECA: la forme 
dite N-terminale, dans laquelle le site C-terminal est 
25 rendu inactif par mutagenese et la forme C-terminale 
comportant un site N-terminal inactif, comme il est 
decrit par Wei et al, dans J. Biol. Chem. (1992) 267, 
13398-13405, [14]. Ces mutants ont ete produits a 
partir de cellules CHO. 
30 Sur la figure 2, on a indique les 

pourcentages d' inhibition observes avec les mutants N- 
et C-terminaux de l'ECA en fonction de la nature de 
1'acide amine present dans la position Xaa des 
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inhibiteurs. Cette figure demontre qu'un tres grand 
nombre de substitutions sont compatibles pour 
1' inhibition aussi bien du site N-terminal que C- 
terminal de l'ECA. En terme de selectivity, on remarque 
5 cependant que seule la presence d'un residu aspartique 
en position Xaa permet d' inhiber le site N-terminal, 
mais en revanche rend inactif le melange d' inhibiteurs 
comportant ce residu vis-a-vis du site C-terminal de 
l'ECA. 

0 Ces resultats montrent ainsi qu' il est 

essentiel d' avoir un residu Asp en position Xaa pour 
obtenir un inhibiteur selectif du site N-terminal. 



Exemple 2 

!5 Sur la base des resultats de 1' exemple 1, 

on a synthetise, selon le meme mode operatoire que dans 
1' exemple 1, vingt peptides phosphiniques de formule 
generale, Ac-Asp- Phe^ (P0 2 CH 2 ) Ala-Xaa' -NH 2 , dans lesquels 
la position Xaa' est occupee par un seul acide amine. 
20 On a teste ces peptides comme dans 1' exemple 1 pour 
determiner leur activite inhibitrice sur les sites N- 
terminal et C-terminal de l'ECA. 

Les resultats obtenus sont represents sur 
la figure 3 qui illustre les pourcentages d' inhibition 
25 de ces peptides sur les sites N et C-terminaux de l'ECA 
en fonction de la nature du residu en position Xaa' . 

II convient de remarquer que pour le site 
N-terminal les inhibiteurs ont ete etudies a une 
concentration de 100 nM, alors que pour le site C- 
30 terminal la concentration utilisee pour observer une 
inhibition notable a ete fixee a 5 uM. Cette difference 
de concentration reflete la meilleure affinite de ces 
composes pour le site N-terminal de l'ECA. 
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Sur la figure 3, on constate que la 
presence dans la position Xaa' des peptides des residus 

proline et alanine permet d' ameliorer le degre de 

selectivity en faveur du site N-terminal et que les 

5 residus Thr, Lys, Met et Leu sont tres peu actifs sur 
le site C-terminal de 1' enzyme. 

Exemple 3 

Dans cet exemple, on a determine les 
constantes d' inhibition Ki du compose Ac-Asp- 
Phevy (P0 2 CH 2 ) Ala-Ala' -NH 2 obtenu dans 1' exemple 2, vis- 
a-vis des mutants N- et C-terminaux de 1'ECA. Les 
resultats obtenus sont reportes dans le tableau I. 

D' apres ces donnees, on constate que ce 
peptide est de trois ordres de grandeur plus actif 
vis-a-vis du site N-terminal de l'ECA que de son site 
C-terminal . 
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Exemple 4 

20 Dans cet exemple, on synthetise quatre 

analogues du peptide de 1' exemple 3 ayant des groupes 
terminaux differents et on determine 1' influence des 
groupes N- et C-terminaux sur la selectivity vis-a-vis 
du site N-terminal de l'ECA en utilisant le meme mode 

25 operatoire que dans 1' exemple 1. Les resultats sont 
donnes dans le tableau II. 

Les resultats du tableau II revelent que la 
presence du groupe carboxamide est essentielle a la 
selectivity de la molecule- En effet, si la presence 

30 d'un groupe carboxylate renforce 1'af finite vis-a-vis 
du site N-terminal, cette modification entraine la 
perte de selectivity, ce nouveau compose etant tres 
actif sur le domaine C-terminal- Dans " une moindre 
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mesure, on voit que la presence du groupe N-acetyle 
joue aussi un r61e sur la selectivity. Le dernier 
analogue revele le role tres important du residu 
aspartique en position N-terminale sur la selectivity . 

5 

Exemple 5 

Dans cet exemple, on etudie 1' influence de 
la configuration des residus Phe et Ala encadrant le 
bloc phosphinique vis-a-vis de l'af finite du derive de 
10 peptide de 1' exemple 3 pour le site N-terminal. 

La synthese du peptide Ac-Asp-Phe-T (P0 2 CH 2 ) Ala-Ala-NH 2 
aboutit a 1'obtention d' un melange de quatre 
diastereoisomeres, dus a la presence de deux centres 
asymetriques dans ce compose. La purification par 
15 chromatographie liquide a haute performance HPLC phase 
inverse de ce produit sur colonne C18 analytique VYDAC, 
Spectra System (X = 220 ran, debit = lml/min) permet de 
separer trois fractions. 

La figure 4 illustre le chromatogramme 

20 obtenu qui comprend trois pics 

Sur la base de 1'intensite des pics HPLC et 
du spectre RMN du phosphore, on demontre que le premier 
pic contient deux diastereoisomeres, les deux autres 
pics ne contenant qu'un seul diastereoisomere . La 
determination de l'activite de ces fractions revele que 
seule la premiere fraction contient des composes 
actif s . 



25 



Exemple 6 

30 Comme la methode de purification de 

1' exemple 5 ne permet pas de separer les deux 
diastereoisomeres presents dans la fraction 
correspondent au premier pic, on effectue une synthese 
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du peptide Ac-Asp-Phe-^ (P0 2 CH 2 ) -Ala-AlaNH 2 a partir d'un 
residu phenylaminophosphinique de configuration R afin 
d f obtenir en fin de synthese un melange de deux 
diastereoisomeres, separables facilement par HPLC en 
5 phase inverse. 

Pour realiser la synthese du peptide 
contenant le residu aminophenylphosphinique de 
configuration R, on synthetise le racemique de cet 
acide aminophenylphosphinique, puis on separe les 
10 isomeres par recristallisation en presence d'une amine 
chirale, selon la methode decrite par Baylis et al . , 
dans J. Chem. Soc. Perkin. Trans (1984) 2845-2849 [15]. 
Ainsi, on obtient les residus acide 

aminophenylphosphinique optiquement purs de 

15 configuration R et S. A partir de 1' acide de 
configuration R, on synthetise le bloc 

Fmoc (R) Phe (PO(Ad) -CH 2 ) AlaOH comme dans l'exemple 1 pour 
obtenir un melange de deux diastereoisomeres 
Ac-Asp- (R)Phe (P0 2 CH 2 ) (R) Ala-Ala-NH 2 
20 Ac-Asp- (R ) Phe (P0 2 CH 2 ) (S )Ala-Ala-NH 2 

que l'on separe par HPLC en phase inverse C18. 

La synthese du peptide Ac-Asp-Phe^ ( P0 2 - 
CH 2 ) Ala-Ala-NH 2 est effectuee par une strategie de 
synthese en phase solide classique, par chimie Fmoc, en 
25 utilisant comme support solide la resine Rink amide. La 
synthese e ce peptide est realisee par le couplage 
successif des blocs suivants : Fmoc-Ala, Fmoc- 
Phe (PO (Ad) -CH 2 ) AlaOH et Fmoc-Asp (t-Bu) . Les couplages 
ont ete realisees par la strategie in situ utilisant le 
30 2- (lHbenzotriazol-l-yl) 1, 1,3, 3-tetramethyluronium- 

hexaf luorophosphate/diisopropylethylamine . Les 
conditions de couplage sont les suivantes : trois 
equivalents de derives de Fmoc et 4 equivalents de 
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diisopropylethylamine dans le dimethyl formamide sont 
ajoutes a la resine et laisses reagir pendant 
30 minutes. Pour cliver le groupe Fmoc, les conditions 
suivantes ont ete utilisees : 50 % de piperidine dans 
5 le dimethylformamide, pendant 30 minutes. Le clivage du 
peptide de la resine, ainsi que des groupements 
protecteurs sont effectues par traitement avec une 
solution d'acide trif luroacetique contenant 2,5 . % 
d'eau, 2,5 % de thioanisol, 2,5 % de phenol, 1,25 % 
10 d' ethanedithiol et 1,25 % de triisopropylsilane . La 
purification du produit a ete realise par HPLC phase 

inverse C-18. 

La figure 5 illustre le chromatogramme 
obtenu dans ces conditions qui comprend deux pics, dont 
15 un seul, le premier, possede un pouvoir inhibiteur sur 
l'ECA. Le pic actif contient une molecule se 
caracterisant par un Ki de 12 nM sur le site N-terminal 
et par un Ki de 25 uM sur le site C-terminal de l'ECA. 

La fraction la plus active du peptide 
20 contient un residu pseudo-alanine de configuration S. 
La structure active du peptide est done du type : Ac- 
Asp- (R) Phe (P0 2 CH 2 ) (S >Ala-Ala-NH 2 (III), denomme ci-apres 
RXP 407. Les constantes d' inhibition de ce compose 
optiquement pur sont reportees dans le tableau III. 
25 La purete du compose RXP 4 07 a pu etre 

etablie par spectrometrie de masse (masse theorique 
498,5, masse exp 498), et par resonance magnetique du 
phosphore, du proton et du earbone 13. 

Spectre phosphore : d= 40,78 ppm, ' reference 

30 acide phosphorique (0 ppm) 

Spectre proton (ppm): Asp: Ha, 4,28, Hb,b', 
2,0 et 2,28; Phe: Ha, 4,08, Hb,b', 2,55 et 3,10, Ar, 
7,13 et 7,22; Ala: Ha, 2,58, Hb, 1,08; Ala: Ha, 4,12, 
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Hb, 1,28; P-CH2, 1,48 et 1,62; CH3-CO, 1,82. reference 
TSP (0 ppm) . 

Spectre carbone 13 (ppm): Asp: Ca, 55,3, 
Cb, 41,5, CO, 180,5; Phe : Ca, 54,5, Cb, 36, Ar, 129,8, 

5 131,7, 132,5, 141,2; Ala: Ca, 37,6, Cb, 21,4, CO, 
182,3; Ala: Ca, 53, Cb, 19,6, CO, 181,5; CH2-P, 34,4; 
CH3-CO, 24,5 et 177. reference TSP (0 ppm). 

Les spectres ont ete determines dans D 2 0, 
sur un appareil du type Bruker DRX, operant a la 

0 frequence de 250MHz pour le proton, de 101 MHz pour le 
phosphore et de 62 MHz pour le carbone. Les 
attributions ont ete realisees a 1'aide d' experiences 
bidimensionnelles de type COSY, TOCSY, HMQC et HMBC. 

Le compose RXP 407 est tres interessant car 

5 il est capable de discriminer les deux sites actifs de 
L'ECA. Ce compose est un inhibiteur puissant du site N- 
terminal de 1 ' ECA (Ki = 12 nM) , mais a tres peu 
d'af finite pour le site C-terminal (Ki = 25 pM) . Outre 
cette propriete, on peut remarquer que cette molecule, 

0 compte tenu des residus Asp et pseudo-Phe, implique 
lors de son interaction les sous sites Si et S 2 de 
l'ECA, une propriete peu usuelle pour un inhibiteur 
d'ECA. Encore plus surprenant, cette molecule comporte 
en position C-terminale de sa structure, un groupe 
25 carboxamide, alors que tous les inhibiteurs de l'ECA 
decrits a ce jour possedent systematiquement un groupe 
carboxylate libre. Ainsi, cette molecule apparait tres 
originale tant du point de vue de sa structure chimique 
que de son activite inhibitrice. 

30 

Exemple 7 

Dans cet exemple, on utilise le peptide 
RXP 407 coirane inhibiteur de l'ECA naturelle, et on 
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etudie l f influence de la concentration en RXP 407 (en 
nM) sur le pourcentage d' inhibition de l'ECA. 

Le pouvoir inhibiteur du compose est 
determine comme dans l'exemple 1 en utilisant l'ECA 
5 sauvage humaine produite par des cellules CHO selon le 
protocole decrit dans la reference Wei et al, J. Biol. 
Chem. (1992) 267, 13398-13405 [14] 

Les resultats obtenus sont representee sur 
la figure 6 qui illustre le profil d' inhibition que 
10 l'on peut obtient avec le RXP 407 pour l f inhibition de 
l'ECA naturelle. La presence de deux paliers dans la 
courbe d' inhibition traduit 1' existence des deux sites 
actifs dans l'ECA naturelle, la partie gauche de la 
courbe etant due a 1' inhibition du domaine N-terminal 
15 de l'ECA, la partie droite etant due a celle du domaine 
C-terminal. Les points d' inflexion apparaissant sur 
cette courbe indiquent des valeurs IC50 du RXP 407 
vis-a-vis des sites N et C-terminaux de l'ECA naturelle 
qui sont compatibles avec les valeurs de Ki mesurees a 
20 partir des mutants de l'ECA. 

Cette experience demontre que le RXP 4 07 
agit bien comme un inhibiteur selectif du domaine N- 
terminal de 1' enzyme naturelle. II est interessant de 
remarquer que la forme de la courbe est due au fait que 
25 le substrat utilise dans cette experience est aussi 
bien clive par le domaine N-terminal que C-terminal. 

Ainsi, il est possible d'utiliser le 
RXP 407 pour identifier des substrats qui seraient 
clives par un seul des deux sites actifs de 1' enzyme. 
30 En effet, pour un substrat uniquement clive par l'un 
des deux sites, la courbe d' inhibition ne contiendra 
qu'un seul palier et non pas deux. Si le substrat est 
uniquement clive par le domaine N-terminal , le point 
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d' inflexion de la courbe sera situe vers la 
concentration de RXP 407 de 100 nM, alors que pour un 
substrat uniquement clive par le domaine C-terminal, le 
point d' inflexion sera deplace vers 10 mM. 
5 Ainsi, ce nouvel inhibiteur est un tres bon 

outil pour etudier. la selectivity de 1'ECA naturelle 
vis-a-vis de la degradation de substrats 
physiologiques . 

10 Exemple 8 

Dans cet exemple, on etudie la 
pharmacocinetique et le metabolisme du compose RXP 407 
chez l f animal. 

Dans ce but, on realise la synthese d' un 

15 RXP 4 07 comportant trois atomes de tritium sur le 
groupe N-acetyle afin de pouvoir entreprendre une etude 
sur la pharmacocinetique et le metabolisme de cette 
molecule chez le rat, en injectant ce produit a des 
doses de 0,1, 1 et 5 mg/kg par voie intraveineuse en 

20 bolus. 

On determine ensuite la concentration 
plasmatique de RXP 4 07 en fonction du temps. 

Les resultats obtenus sont representes sur 
la figure 7. La courbe 1 correspond a 0,1 mg/kg, la 
25 courbe 2 a 1 mg/kg et la courbe 3 a 5 mg/kg. La courbe 
en pointille illustre le Ki du RXP 407 (20 nM) . 

Ainsi, on remarque que 1' injection d'une 
dose de 5 mg/kilo par intraveineuse en bolus aboutit a 
des concentrations plasmatiques de RXP 407 de 100 ng/ml 
30 de produit pendant plus de quatre heures, ce qui 
correspond a une concentration egale a 10 fois le Ki de 
cet inhibiteur pour le site N-terminal. 
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Dans le tableau IV, on a reporte les 
resultats obtenus en ce qui concerne 1' elimination du 
RXP 407 tritie in vivo chez le rat. Ces resultats sont 
exprimes en % de la radioactivite injectee. lis 
5 montrent que le compose est ma joritairement elimine 
dans les urines ( 87 % apres 24h) , et tres peu dans les 
feces (13%). Aucune trace de ce produit n'est retrouvee 
dans les voies aeriennes. 

D' apres ce tableau on voit que les 

10 4 rats ont elimine 100% (100, 09 ± 7) du RXP 407 injecte 
en 48 heures. Le produit est elimine ma joritairement 
dans les urines, minoritairement dans les feces, 
pratiquement pas par les voies aeriennes. 

Par ailleurs, 1' analyse de la structure du 
15 produit dans les urines et les feces demontre que le 
RXP 4 07 ne subit aucun metabolisme. 

On a evalue la toxicite de ce produit chez 
la souris. On a ainsi verifie qu'a une dose de 25mg/kg, 
injecte par voie intraveineuse, ce produit n'entraine 
20 aucun signe de toxicite chez la souris. Apres 7 jours 
de surveillance, les souris traitees vivent tout a fait 
normalement. 

Ainsi, le RXP 407 est un inhibiteur 
efficace. 1/ interet de ce nouvel inhibiteur de l'ECA 
25 reside dans le fait qu' il represente le premier 
inhibiteur selectif du site N-terminal de cette enzyme. 
Les proprietes pharmacocinetiques , 1' absence de 
metabolisme et done la stabilite in vivo font de cet 
inhibiteur un produit ideal pour, dans des protocoles 
30 therapeutiques, bloquer le site N-terminal de l'ECA 
sans affecter les fonctions physiologiques qui seraient 
contrdlees par le site C-terminal de 1' enzyme. 
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Par ailleurs/ le RXP 407, permet d'etablir 
in vivo la contribution respective des sites N-terminal 
et C-terminal de l'ECA dans le metabolisme de l'Ac-Ser- 
Asp-Lys-Pro. Les experiences menees in vitro demontrent 
5 que le site N-terminal de l'ECA est beaucoup plus 
efficace pour cliver ce peptide que le site C-terminal, 
le controle du metabolisme de ce peptide via le RXP 407 
est done un objectif raisonnable. 

10 Exemple 9 

Dans cet exemple, on etudie l'effet de 
1' injection in vivo de RPX 407 chez des souris. 

Dans ce but, on soumet les souris a une 
perfusion de RXP 407 pendant 30 minutes, a des doses de 
15 0,1, 1 et 10 mg/kg et on determine la concentration en 
peptide Ac-Ser-Asp-Lys-Pro- (Ac-SDKP) du plasma des 
souris . 

L' Ac-Ser-Asp-Lys-Pro est determine par un 
dosage immunoenzymatique par competition utilisant des 
20 anticorps polyclonaux et . de 1' Ac-SDKP lie a 
1' acetylcholinesterase d' Electrophorus Electricus . 

On effectue les memes mesures de 
concentrations plasmatiques en Ac-SDKP sur des souris 
perfusees avec du Lisinopril a une dose de 10 mg/kg et 
25 sur des souris temoins non perfusees. Le Lisinopril est 
un inhibiteur utilise en clinique qui bloque de fa?on 
non selective les deux sites actifs de l'ECA. 

La figure 8 illustre les resultats obtenus, 
soit la concentration en Ac-SDKP (nM) en fonction du 
30 temps (en minute) . 

Les courbes 4, 5 et 6 se rapportent aux 
souris perfusees avec RXP 407 aux doses de 0,1 mg/kg 
(courbe 4), 1 mg/kg (courbe 5) et 10 mg/kg (courbe 6). 
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La courbe 7 se rapporte aux souris 
perf usees avec 10 mg/kg de Lisinopril. 

La courbe T se rapporte aux souris temoins. 
On constate que 1' injection du RXP 407 provoque une 
5 augmentation tres importante du taux plasmatique du 
peptide Ac-SDKP. Par rapport a un inhibiteur bloquant 
de facon non selective les deux sites actifs de l'ECA, 
on remarque que les taux de Ac-SDKP dans le plasma sont 
les memes que ceux obtenus avec le RXP 407. Sachant que 
10 le RXP 407 ne bloque qu' un seul des deux sites de 
l'ECA, le site N-terminal, on peut conclure de ces 
experiences : que le site C-terminal de l'ECA n'est pas 
implique dans le metabolisme de Ac-SDKP et que par 
contre ce metabolisme ne depend que du site N-terminal 
15 de l'ECA, d'ou 1' interet de 1' utilisation du RXP 407, 
par rapport a des inhibiteurs classiques de l'ECA, qui 
bloquent les deux sites de l'ECA de facon non 
selective. Cette experience demontre aussi l'activite 
in vivo effective du RXP 407. 



20 



25 



30 



Example 10 

Dans cet exemple, on determine l'effet de 
RXP 407 sur les taux de la renine, une autre enzyme 
intervenant dans la regulation de la pression 
arterielle. Le blocage de l'ECA par un inhibiteur 
classique de cette enzyme entraine 1' arret de 
l'hydrolyse de 1' angiotensine I en angiotensine II. 
L'angiotensine I est en effet un des substrats 
physiologiques de l'ECA. La diminution du taux 
d' angiotensine II dans le plasma, par un mecanisme de 
retrocontrole, augmente le taux plasmatique de la 
renine, enzyme qui intervient direct ement dans la 
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production d' angiotensine I, a partir de 
1' angiotensinogene. 

Ainsi, 1' inhibition de l'ECA peut etre 
suivie de fagon indirecte par le taux plasmatique de 
5 renine . 

Ce taux peut etre evalue par la capacite de 
la renine dans des echantillons de plasma d'hydrolyser 
un exces d' angiotensinogene present dans le plasma de 
souris. La formation d' angiotensine I est alors mesuree 
10 par un dosage radioimmunologique et le taux de renine 
est exprime en ng d' angiotensine I formee par ml de 
plasma et par h d' incubation . 

Les resultats obtenus sont donnes sur la 
figure 9 pour : 

15 - des souris perfusees avec RXP 407 a des doses de 

0,1 mg/kg (courbe 8), de 1 mg/kg (courbe 9) et de 
10 mg/kg (coube 10) , 

des souris perfusees avec du Linisopril a une dose 
de 10 mg/kg (courbe 11), et 

20 - des souris temoins (courbe T) . 

La figure 9 montre que le traitement d' une 
souris avec le Lisinopril entraine 1' augmentation 
plasmatique du taux de renine, ce qui est conforme a 
l'effet d' inhibition de l'ECA par ce compose. Par 

25 contre, on montre que le traitement par RXP 407 
n'entraine pas d' augmentation de renine. Ainsi, cet* 
inhibiteur permet d' inhiber selectivement la 
degradation du peptide Ac-SDKP, sans affecter la 
regulation de la pression arterielle. Cette 

30 observation, tres importante quant a la selectivity de 
l'activite in vivo du compose RXP 407, suggere que seul 
le site Oterminal de l'ECA intervient dans l'hydrolyse 
de 1' angiotensine I, expliquant ainsi pourquoi 
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1' injection de RXP 407 n'a pas d' influence sur les taux 
de renine. 

Ainsi, 1' ensemble de ces experiences 
confirme l'interet de 1' utilisation du RXP 407 pour 
5 controler les taux plasmatiques du peptide Ac-SDKP. 
Pour rappel, il a ete demontre que ce peptide avait un 
ef fet protecteur sur les cellules souches de la moelle 
osseuse lors des protocoles de chimio ou de 
radiotherapie. Le RXP 407 sera done tres utile dans ce 
10 contexte, par mobilisation des taux physiologiques du 
peptide Ac-SDKP, via le bloquage de son metabolisme par 
l'ECA. 

Le peptide Ac-Ser-Asp-Lys-Pro etant un 
regulateur de 1' hematoporese, on peut proposer 
15 d'utiliser l'inhibiteur de 1' invention dans des 
protocoles de chimiotherapies ou de radiotherapies 
anti-cancereuses, afin de proteger les cellules de la 
moelle osseuse des effets toxiques du traitement anti- 
cancereux. II est possible d' envisager aussi une 
' 20 application dans le domaine de la therapeutique anti- 
cancereuse puisqu'il reste envisageable que l'ECA 
intervienne dans la proliferation de differents types 
cellulaires via l'activite de son domaine N-terminal. 

Une autre retombee concernant cet 
25 inhibiteur est qu'il represente un outil tres efficace 
pour etudier la contribution respective des sites N- et 
C-terminaux de l'ECA sauvage dans la degradation de 
differents substrats physiologiques de cette enzyme. 
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TABLEAU I 



Ki du compose 
Ac-Asp-Phe x F(P02CH 2 )Ala-AlaNH2 



ECA N-terminale active 



ECA C-terminale active 



10 



25 nM 



25 fiU 





TABLEAU B 




Ki 
ECA 
N-terminale active 


Ki 
ECA 
C-terminale active 


Ac-Asp-PheT (PChCrLOAla-AlaNIL 


25 nM 


25 mM 


Ac-Asp-Phe^ (P02CH 2 )Ala-AlaOH 


2 nM 


7nM 


JkN-Asp-PheT (P02CH2)Ala-AlaNH2 


5 nM 


800 nM 


H2N-Asp-PheT(P02CH2)Ala-AlaOH 


2 nM 


60 nM 


Ac-Ala-Phe¥ (P02CH2)Ala-AlaNH2 


15 nM 


200 nM 



15 
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TABLEAU in 





Ki 


ki 




ECA 


ECA 




N-terminale active 


C-tenninale active 


Ac-Asp-wPhe^F (PCfeCHz^Ala-AlaNHi 


12 nM 


25 pM 



TABLEAU IV: 
(% de la radioactivite injectee) 





Urines 


Feces 


Air expire 




Rat 


4 h 


8h. 


24 h 


48 h 


24 h 


48 h 


4 h 


8h 


24 h 


48 h 


Total 


1 


0 


89,79 


6,71 


0,59 


2,70 


1,83 


0 


0 


0,01 


0 


101,80 


2 


45,14 


20,77 


4,24 


1,23 


6,69 


19,32 


0 


0 


0,02 


0 


98,86 


3 


68,84 


6,30 


2,19 


0,87 


6,02 


4,94 


0 


0 


0,02 


0,01 


93,20 


4 


0 


81,27 


5,19 


0,86 


8,58 


3,93 


0 


0 


0,01 


0 


106,49 


Moyenne 
de 4 rats 


28,49 


49,53 


4,58 


0.89 


6,00 


7,51 


0 


0 


0,02 


0 


100,09 
±7 
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REVENDICATIONS 

1 . Derive de peptide comportant la 
5 sequence d' acides amines de formule suivante : 

-Asp-Phe-^fPC^CH^ -Ala-Xaa' - (I) 

dans laquelle : 

- v F(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 

10 phosphonique P0 2 CH 2 , et 

- Xaa' represente un residu d' acide amine. 

2. Derive de peptide repondant a la 
formule suivante : 

R^Asp-Phe-^ (P0 2 CH 2 ) -Ala-Xaa' -NH 2 (II) 

15 dans laquelle : 

- R 1 represente le groupe acetyle ou 

benzyloxycarbonyle , 

- ¥(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 

20 phosphonique P0 2 CH 2 , et 

- Xaa' represente un residu d' acide amine. 

3. Derive de peptide selon la 
revendication 2, dans lequel R 1 represente le groupe 
acetyle . 

25 4. Derive de peptide selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel 
Xaa' represente Ala. 

5. Derive de peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel le 

30 residu Phe a la configuration R. 

6. Derive de peptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 et 2, dans lequel le 
residu Ala a la configuration S. 
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7. Derive de peptide de formule : 

Ac-Asp- {R) Phe-4^ ( P0 2 CH 2 ) - (S) Ala-Ala-NH 2 ( III ) 
dans laquelle : 

- Ac represente le groupe acetyle, et 
5 - ¥(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) 
entre Phe et Ala a ete remplacee par la liaison 
phosphonique (P0 2 CH 2 ) . 

8. Composition pharmaceutique inhibant 
selectivement le site N-terminal de I 7 enzyme de 

10 conversion de 1' angiotensine humaine, comprenant un 
derive de peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7. 

9. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 8, utilisable pour proteger les cellules 

15 souches hematopoletiques de patients soumis a un 
traitement chimiotherapique ou radiotherapique 
agressif . 

10. Composition selon la revendication 8, 
dans laquelle le traitement est un traitement anti- 

20 cancereux. 

11. Utilisation d'un derive de peptide 
selon 1'une quelconque des revendications 1 a 7 pour la 
fabrication d'un medicament inhibant selectivement le 
site N-terminal de 1' enzyme de conversion de 

25 1' angiotensine humaine. 

12. Utilisation selon la revendication 11, 
dans laquelle le medicament est destine a reguler la 
proliferation des cellules souches hematopoletiques de 
patients soumis a un traitement anti-cancereux . 
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